(19) 



J 



Europe isches Patcntamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 



(12) 



(43) Date de publication: 

02.05.2001 Bulletin 2001/18 

(21) Numero de depdt: 00403010.2 

(22) Date de depot: 30.10.2000 



mill 

(ii) EP 1 096 258 A1 

DEMANDE DE BREVET EUROPEEN 

(51) IntClT: G01N 33/68 



(84) Etats contractants design es: 


(72) 


Inventeurs: 


AT BE CH CY DE DK ES Fl FR QB OR IE IT LI LU 


• 


Bloch-Mlchel, Etienne 


MCNLPTSE 




75007 Paris (FR) 


Etats d' extension design es: 


• 


De Luca, Helene 


AL LT LV MK RO SI 




29000 Quimper (FR) 


(30) Priorite: 29.10.1999 FR 9913568 


(74) 


Mandataire: Becker, Philippe 






Cabinet Becker & Assoc ies 


(71) Demandeurs: 




10, rue de Milan 


• Bloch-Mlchel, Etienne 




75009 Paris (FR) 


75007 Paris (FR) 






• De Luca, Helene 






29000 Quimper (FR)_ 







(54) Dosage de proteines telles que les immunoglobulin's de type E (IgE) dans des secretions 
nasales 



(57) La presente invention concerne de nouvelles 
compositions et methodes qui permettent de determiner 
la pr6sence et/ou d'evaluer la quantit6 de proteines ou 
glycoproteines par dosage dans les secretions nasales. 
L'invention decrit plus specifiquement des methodes 
particullerement utiles pour doser la presence d'immu- 



noglobulines, notarnment d'immunoglobulines de type 
E (IgE) dans des secretions nasales. La presente Inven- 
tion decrit egalement des materiels et kits pour la mlse 
en oeuvre de ces methodes, ainsi que leurs applica- 
tions, par exemple pour depister ou caracteriser le po- 
tentiel allergique de sujets. 
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Description 

[0001] La presente invention se rapporte aux domai- 
nes techniques de la medecine, de la biologie et de la 
biochlmie. Ses applications concernent les domaines 
de la sante humaine oil animale. Plus particulierement, 
I'invention d6crit de nouvelles methodes qui permettent 
de determiner la presence et/ou d'evaluer la quantite de 
proteines ou glycoproteines par dosage dans les secre- 
tions nasales. L'invention decrit plus specif iquement 
des methodes particulierement utiles pour doser la pre- 
sence d'immunoglobulines, notamment d'immunoglo- 
bulines detype E (IgE) dans des secretions nasales. La 
presente invention decrit egalement des materiels et 
kits pour la mise en oeuvre de ces methodes, ainsi que 
leurs applications, par exemple pour depister ou carac- 
teriser le potentiel allergique de sujets. 
[0002] II est connu de realiser un dosage de proteines 
ou glycoproteines, telles que des IgE, a partir de secre- 
tions lacrymales. Ainsi, la demande de brevet francaise 
n° FR9015200 decrit un dosage quantitatitde proteines 
dans les larmes, au moyen d'une bandelette surlaquelle 
les IgE s'adsorbent, suivi d'une revelation immunologi- 
que des IgE presenter. Cette methode, bien qu'efficace, 
presente toutefois certain es limitations. II est en effet 
connu que I'oeil est un organe relativement isole sur le 
plan immunologique, de sorte que les IgE dosees dans 
les farmes refletent essentiellement une sens ibilite lo- 
cale (i.e., la presence eventuelle d'allergies oculaires), 
mais sont peu indicatives sur I'etat plus general d'un su- 
jet ou sur d'autres sensibilisations allergiques locales. 
[0003] Les autres methodes disponibles actuellement 
pour doser les immunoglobulines, telles que les IgE, 
sont essentiellement basecs sur la mesure des taux 
d'lgE dans le sang ou le serum. Ces techniques impli- 
quent done un prelevement sanguin chez le sujet. 
D'autre part, dans la mesure ou la sensibilite d'un sujet 
est dependante non seulement des IgE circulantes, 
mals egalement des IgE fixees sur les tissus et/ou sur 
des cellules, les dosages seriques ne permettent pas 
toujours de renselgner de maniere liable ou complete 
sur I'etat allergique d'un sujet. En particulier, ces dosa- 
ges, a eux seuls, ne permettent pas de rendre compte 
de Pensemble des phenomenes de developpement al- 
lergiques chez un sujet. 

[0004] II existe done un reel besoin dans I'art anterieur 
pour des methodes complementaires, simples et effica- 
ces, permettant de doser des proteines telles que des 
IgE. 

La detection des IgE dans les secretions nasales s'est 
revelee jusqu'ici difficile a realiser en raison des varia- 
tions spontanees du flux desdites secretions et de la 
complexity des methodes de preldvement (aspiration, 
lavage, frottis et biopsie). 

La presente invention apporte une solution a ces pro- 
blemes. L'invention decrit en effet de nouvelles metho- 
des et compositions pour le dosage de proteines et gly- 
coproteines. Ces methodes reposent principalement 



sur Id materiel biologlque utilise pour doser les protei- 
nes, e'est-a-dire les secretions nasales. La presente in- 
vention montre en effet qu'il est possible de detecter, 
dans les secretions nasales, la presence de proteines 
s ou glycoproteines, notamment d'immunoglobulines, en 
particulier de type E, et que ces proteines peuvent etre 
dosees de maniere simple et efficace. La presente in- 
vention montre en outre que ce dosage, applique a des 
IgE, est particulierement sensible, et permet de rensei- 
gner de maniere fiable (et complements re des techni- 
ques existantes) sur I'etat allergique d'un sujet. Notam- 
ment, les compositions et methodes de l'invention per- 
mettent avantageusement de depister les terrains aller- 
giques chez un sujet, qu'il s'agisse d'allergies locales 
(par exemple mino-pharyngee6) ou generates. 
[0005] Un premier objet de I'invention reside dans un 
procede de detection d'une proteine ou glycoproteine, 
comprenant: 

la mise en contact d'une secretion nasale avec un 
materiel permettant I'adsorption des proteines ou 
glycoproteines, et 

la detection, a parttr^bdit materiel, de la presence 
de la proteine ou glycoproteine par une reaction de 
type immunologique. 

[0006] Un autre objet de l'invention reside dans un 
procede de dosage d'une proteine ou glycoproteine, 
comprenant: 

la mise en contact d'une secretion nasale avec un 
materiel permettant I'adsorption des proteines ou 
glycoproteines, et 

le dosage de la proteine ou glycoproteine adsorbec 
sur le materiel par une reaction de type immunolo- 
gique. 

[0007] Ce mode de realisation comprend avantageu- 
sement une 6tape devaluation de la quantite (ou con- 
centration) de la proteine ou glycoproteine concernee. 
Acetegard, I'etape de dosage ci-dessus comprend plus 
preferentiellement la determination de la quantite de la 
proteine ou glycoproteine concernee qui est adsorbee 
sur leditTTteteriel, la quantite mesuree etant rapportee 
a une courbe etalon etablie parallelement ou de maniere 
prealable. Ce calcul permet de determiner la concentra- 
tion reelle de la proteine ou glycoproteine concernee 
dans la secretion nasale. La courbe etalon est preferen- 
tiellement une courbe etablie a partir de solutions de re- 
ference contenant la proteine ou glycoproteine concer- 
nee a des concentrations definies, dosees selon le me- 
me protocole. 

[0008] La presente invention decrit et conccme ainsi 
toute methode qualitative ou quantitative de detection 
ou de dosage de molecules biologiques a partir de se- 
cretions nasales. 

[0009] Dans le cadre de fa presente invention, le ter- 
me secretion nasale designe toute substance produite 
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au niveau nasal ou naso-sinusien (cornme le mucus par 
exemple), en particular toute substance Iiber6e ou s6- 
cretee par les muqueuses nasales ou naso-sinusien- 
nes. II peut s'agir principalement d'ecoulements obser- 
ves lors de rhumes, eternuements, etats allergiques ou 
de type allergiques, mucus, hydrorrhee, ou de toute 
autre substance ou secretion liberee en etat physiologi- 
que normal ou pathologique, tel qu'on le rencontre dans 
les etats allergiques. Le terme secretion nasale designe 
plus preferentiellement le mucus. 
[0010] L' etude des secretions nasales a fait I'objet de 
quelques travaux multidirectlonnels s'interessant soit a 
la biochimie (pH ou composition biochimique du mu- 
cus), sort aux factcurs ccllulaircs (6osinophilie locale) 
soit a des tests dynamiques (tests de provocation). L'in- 
vention montre a present que des substances biologi- 
ques de type immunoglobuline peuvent etre detectees 
ou dosees directement a partir du mucus ou autres se- 
cretions nasales ou naso-sinuslennes, de maniere sim- 
ple, sensible et reproductible. 

[0011] Pour la mise en oeuvre du proc6d6 de Pinven- 
tion, la mise en contact du materiel avec les secretions 
nasales peut £tre realisee soit en placant directement 
le materiel adsorbant au contact des muqueuses nasa- 
les, soit en recoltant les secretions nasales, et en effec- 
tuant le contact dans un dispositif approprie (lame, tube, 
boite, coupelle, etc). De maniere prefer6e, la mise en 
contact du materiel avec les secretions nasales est rea- 
lisee en placant directement le materiel au contact des 
muqueuses nasales du sujet. Ceci est realise typique- 
ment en introduisant manuellement le materiel adsor- 
bant (ou une partie de celui-ci) dans une narine du sujet. 
[0012] Le contact entre la secretion nasale et le ma- 
teriel est preferentiellement realise pendant unc pbriodc 
suffisante pour permettre I'adsorption de proteines ou 
glycoprotein as sur le materiel. Lorsqu'un dosage de ty- 
pe quantitatif est realise, le contact est preferentielle- 
ment maintenu jusqu'a ce qu'un equlllbre soit attelnt en- 
tre la quantite de proteines ou glycoproteines adsorb6e 
sur le materiel et leur concentration dans les secretions 
nasales du sujet. Gen6ralement, ce contact peut etre 
maintenu pendant une periode allant de quelques se- 
condes a plusieurs minutes, typiquement de 1 a 5 mi- 
nutes, par exemple de 1 a 3 minutes. II est entendu que 
cette p6riode peut £tre ajust6e aisement par le manipu- 
lates en fonction des conditions g6nerales, locales, du 
type de proteine ou glycoproteine recherche et du but 
poursuivi (detection, dosage, etc). 
[0013] La materiel utilise dans le cadre de la presente 
invention pour adsorber les proteines et/ou glycoprotei- 
nes peut §tre tout support, de preference mince, pou- 
vant etre mis au contact des secretions nasales, notam- 
mcnt introduit dans la narine sans Pagresser. Ce mate- 
riel peut avoir des formes diff erentes, comme par exem- 
ple etre filiforme, en forme de pastille ou de disque, 
d'6ponge chirurgicale, d'embout, de batonnet, de ban- 
delette, etc. Le materiel permettant I'adsorption com- 
prend preferentiellement au moins une partie composee 



d'une matifere adsorbante, de preference non agressive 
ou toxique pour le sujet, lorsque la mise en contact est 
realisee directement sur les muqueuses nasales. II peut 
s'agir notamment d'une matiere cellu losique (par exem- 
5 pie de faible densite), de polymeres, de complexes 
macromoleculaires, d'origine naturelle ou synthetique, 
seuls ou en combinaisons. II s'agit de preference d'une 
matiere cellulosique. 

[0014] Dans un mode prefere de mise en oeuvre de 
10 I'invention, et en particulier pour revaluation des IgE, le 
materiel adsorbant est constitue de bandelettes com- 
prenant au moins une partie en papier cellulosique de 
faible densite, k fibres couchees ou non. Atitre d'exem- 
ples particulicrs, on pout citer notamment les bandelet- 
's tes pour test de Schirmer des Lab orato ires Faure (An- 
nonay, France) (papiertype Whatman n° 1 ) ou des ban- 
delettes realisees avec du papier reference n° 231 2 des 
Laboratoires Schleicher & Schuell (Dassel, Allemagne). 
Les references n* 566 et n Q 1 573 de mdme provenance 
20 conviennent egalement. Malgre une moins bonne sen- 
slblllte, on peut encore citer, du meme fournisseur, les 
references n° 1577, 1575, 1506, 1507, 903, 589/2, 
589/3, 589/5, 589/6, 572 et 51 2 
[0015] Les bandelettes peuvent avantageusement 
25 avoir des dimensions de Pordre de 55 mm x 5 mm. Lors 
du pr6ievement, on laisse imbiber par exemple les 15 
premiers millimetres environ de la bandelette, quelques 
minutes suffisajtfAcette operation. 
[0016] Les bandelettes peuvent, ou non, etre prevues 
^o pour une separation de Pextr6mite mise au contact des 
muqueuses d'avec le reste de la bandelette. Mais, en 
fait, on peut, aprfcs preievement, garder la bandelette 
entiere, y compris pendant les etapes ulterieures. La 
bandelette peut ensuite ctrc conscrv6e, aprcs le pr6!6- 
35 vement, pendant plusieurs semaines avant Petape de 
revelation ou de dosage. 

[0017] L'etape de detection ou dosage peut etre rea- 
lisee par toute technique immuno^chimique connue de 
Phomme du metier, bas6e sur Putllisatlon d'antlcorps et/ 

40 ou d'antigenes specif iques, seuls 'ou en combinaisons, 
pouvant etre marques et reveies selon diff erentes stra- 
tegies (marquagescolorimetriques, enzymatiques, fluo- 
rescents, radioactifs, de type avidine-biotine, etc.). 
[0018] En particulier, P6tape immunologique de d6- 

45 tection ou dosage peut mettre en oeuvre des anticorps 
diriges centre la protein e/glycoprot6ine concernee pour 
captercelle-ci, puis assurer la detection, ou la determi- 
nation quantitative, des complexes antigen e-anticorps 
ainsi formes. Cette methode est de preference une me- 

50 thode "sandwich" du type decrit dans Particle de E. 
BLOCH-MICHEL et L. HELLEBOID, Revue franchise 
des Laboratoires n° 207, mai 1990, pages 43 a 46. Se- 
lon cc mode do realisation, le materiel adsorbant (ou la 
partie de materiel adsorbant ayant ete au contact des 

55 secretions nasales) est place dans une solution, conte- 
nue dans un tube ou analogue (plaque, boTte, flasque, 
ampoule, etc.), comprenant deux series d'anticorps di- 
riges contre la protein e/glycoprot6lne concernee : des 
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anticorps marques libres d'une part, et des anticorps en 
phase solide (g6n6ralement non marques), d'autre part. 
Les proteines passent dans la solution et se fixent sur 
les anticorps marques. Chaque complexe ainsi obtenu 
se trouve fixe sur un anticorps en phase solide. La pre- s 
sence ou la quantity de proteine ou glycoproteine con- 
cern6e peut alors etre determinee par detection ou me- 
sure de I'intensite du marquage fixe dans le tube. 
[0019] Les anticorps peuvent etre mono- ou polyclo- 
naux. Les anticorps en phase solide peuvent etre des 
anticorps immobilises su r une phase solide telle que no- 
tamment disque de papier, bille, etc., ou directement im- 
mobilises sur la surface interne du tube en matiere plas- 
tique (anticorps fixes k la paroi intericurc) servant de 
recipient pour I'ensemble de la reaction, etc. La fixation 
des anticorps sur le support solide peut etre realis6e par 
toute technique connue de Phomme du metier (par ad- 
sorption, fixation covalente, etc.). 
[0020] La methode Immuno-chimique peut aussl met- 
tre en oeuvre, dans les conditions decrites plus haut 
pour les anticorps, des reactions d'antigenes, tels que 
des allergenes, avec les anticorps, notamment dans 
une reaction de type "sandwich" telle que citee ci-des- 
sus, auquel cas on utilise avantageusement un anti- 
corps et un antigfcne, Tun etant marque et libre, I'autre 
immobilise en phase solide. 

[0021] En plus de ces reactions de type "sandwich", 
la pr6sente invention peut egalement utiliser toute autre 
methode de detection ou de dosage quantitatif d'antigfc- 
nes dans une solution. A cet egard, on peutciter notam- 
ment diffe rentes techniques immuno-enzymatiques (de 
type ELISA, etc.) ou radio-immunologiques (de type 
RIA, etc.). 

[0022] De preference, au cours de I'etape de detec- 
tion ou de dosage, les tubes (ou autres containers) de 
reaction sont agites afin d'augmenter la sensibilite, 
c'est-&-dire de permettre la mesure de trfcs faibles q uan- 
titds. 

[0023] Comme indlqu.6 ci-avant, pour un dosage 
quantitatif de proteines ou glycoproteines, les r6sultats 
obtenus sont gen6ralement rapportes k une courbe eta- 
Ion, etablie k parti r de solutions de reference dos£es se- 
lon le meme protocole. Ces solutions de reference peu- 
vent etre des solutions produites artificiellement, par di- 
lution (ou dilutions s6rielles) de la proteine ou glycopro- 
teine pure. II peut egalement s'agir d'echantillons biolo- 
giques comme par exemple un 6chantillon de larme ou 
de sang (ou de serum). A cet egard, dans un mode par- 
ticulier de mise en oeuvre, le procede de I'invention 
comprend une etape supplemental de comparaison 
des quantites mesurees dans les secretions nasales 
avec les quantites mesur6es dans un autre echantillon 
biologiquc, tel que les larmes, le sang ou le serum. 
[0024] Les proc6d6s de invention peuvent etre utili- 
ses pour detecter ou doser differents types de proteines 
ou glycoproteines. II peut s'agir notamment d'immuno- 
globulines (IgG, IgM, IgE, etc.), de proteines inflamma- 
toires, ou d'autres proteines ou glycoproteines impli- 



quees dans des ph6nom6nes physiologiques ou phy- 
siopathologiques, ou de marqueurs utilisables pour la 
realisation de dosages diagnostiques Preferentielle- 
ment, il s'agit d'immunoglobulines, encore plus pref£- 
rentiellement d'immunoglobulines de type E (IgE). Les 
resultats presentes dans les exemples montrent en effet 
que les IgE peuvent etre detectees dans les secretions 
nasales, et que les dosages de I'invention off rent une 
grande sensibilite, permettant de detecter des varia- 
tions de quantite d'lgE correlees avec un etat allergique 
local ou general. 

[0025] A cet egard, un objet particulier de I'invention 
reside dans une methode de depistage, de suivi ou de 
caracterisation d'unc allcrgie chez un sujot, caracteri- 
s6e en ce qu'elle comprend une etape de detection et/ 
ou de dosage des IgE presentes dans les secretions na- 
sales. 

[0026] Cette detection ou ce dosage sont avantageu- 
sement realises dans les conditions decrites ci-avant. 
[0027] Le depistage indique que le caractere allergi- 
que du sujet consider n'est pas encore connu ou rev6- 
16, ou est k un stade pr6coce non encore confirme La 
methode de I'invention est egalement applicable au sui- 
vi et/ou k la caracterisation d'une allergie, e'est-fc-dire k 
une etude de ('evolution du stade allergique d'un sujet, 
ou k la determination du type d'allergie presentee, no- 
tamment son caractdre local ou general. 
[0028] Le proc6d6jdeJ'invention peut etre utilise pour 
doser simultanement plusieurs proteines ou glycopro- 
teines d'interet, ou plusieurs types de proteines ou gly- 
coproteines d'interet. II peut s'agir notamment des IgE 
totales, ou bien de certaines IgE sp6cifiques d'antige- 
nes (allergenes) determines. Selon une application pre- 
fcr6e, le proc6d6 de I'invention comprend une detection 
ou un dosage des IgE presentes dans les secretions na- 
sales, sans distinction de specif icite antigenique (IgEto- 
tales). 

[0029] Le procede peut done non seulement s'appli- 
quer au dosage des IgE nasales totales, mais aussi au 
dosage des IgE sp6cifiques, notamment k des concen- 
trations faibles. A fortiori, on peut proc6der k un dosage 
quantitatif des IgE specifiques. 

[0030] Pour les IgE specifiques, on utilise avantageu- 
sement des allergenes ou reactogenes qui peuvent etre 
insolubilis6s, de la facon decrite pour les anticorps, ou 
non, ou marques ou non. 

[0031] Par ailleurs, le procede selon I'invention peut 
permettre d'etablir non seulement des diagnostics dans 
les cas d'allergies locales (de type rhino-pharyng6es), 
mais aussi dans le cas des allergies generates. Dans 
ce dernier cas, la sensibilite accrue du precede permet 
la quantification des IgE transsud6es. A cet egard, le 
procede de I'invention peut notamment etre utilise pour 
depister ou suivre revolution d'allergies telles que asth- 
me, eczema, rhinites, sinusites allergiques, etc. 
[0032] Comme indique ci-avant, I'invention est egale- 
ment applicable au dosage nasal de substances refle- 
tant un etat inflammatolre ou pathologlque et notam- 
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ment des substances susceptibles de se trouver dans 
les secretions nasales dans des plages de concentra- 
tions faibles et de preference assez peu etendues. 
[0033] Les materiels et procedes de I'invention peu- 
vent etre utilises pour detecter ou doser des proteines 5 
ou glycoprotein es dans les secretions nasales de tout 
sujet humain, adulte ou enfant, sain ou presentant une 
pathologie. En outre, I'invention peut egalement etre ap- 
pliquee a la detection ou au dosage de proteines ou gly- 
coproteines dans les secretions nasales de tout autre 
mammifere (notamment canins, bovins, ovins, equins, 
porcins, etc). 

[0034] La presente invention est egalement relative k 
des kits pour la mise on ocuvrc des m6thodes d6crites 
ci-avant. Ces kits comprennent avantageusement des 
solutions permettant la realisation d'une reaction immu- 
nologique, et notamment au moins un anticorps anti- 
IgE. Cet anticorps peut etre un polyclonal ou un mono- 
clonal, II peut etre marque ou non. Les kits de I'invention 
comprennent plus preferentlellement un dispositif pour 
realiser la reaction Immunologique, tel que par exemple 
un tube, puits, boite ou flacon. Par allleurs, les kits de 
I'invention peuvent en outre comprendre un materiel ad- 
sorbent, utilisable pour realiser le prelevement. 
[0035] Dans un mode particulier, les kits selon I'inven- 
tion comprennent un tube (ou analogue) recouvert d'an- 
ticorps anti-lgE et une solution d'anticorps anti-lgE cou- 
ple k une enzyme (par exemple la peroxydase). Plus 
preferentiellement, ils comprennent en outre un materiel 
adsorbant (notamment une bandelette) impregnee 
d'lgE etalon et/ou une solution de lavage et/ou un subs- 
trat chromogene de I'enzyme (par exemple I'OPD). Ces 
kits peuvent etre utilises aisement pour detecter ou do- 
ser les IgE a partir de secretions nasales, scion la pre- 
sente invention. 

[0036] Un autre objet de I'invention reside egalement 
dans I'utilisation d'un materiel permettant I'adsorption 
de proteines ou glycoproteines pour la detection ou le 
dosage de proteines ou glycoproteines k partir d'une se- 
cretion nasale d'un sujet, par mise en contact directe 
dudit materiel avec une muqueuse nasale dudit sujet. 
Le materiel est preferentiellement tel que defini ci-avant, 
et est utilise pour detecter la presence ou pour doser les 
immunoglobulines 

[0037] Un autre objet de I'invention reside 6galement 
dans I'utilisation d'un materiel permettant ('adsorption 
de proteines ou glycoproteines pour la fabrication d'un 
produit ou kit pour la mise en oeuvre d'une methode de 
diagnostique, depistage, suivi ou caracterisation d'une 
allergiechez un sujet. 

[0038] D'autres aspects et avantages de la presente 
invention apparaitront k la lecture des exemples qui sui- 
vent, qui doivent etre considcrcs comme illustratifs et 
non limitatifs. Ces exemples illustrent notamment le 
principe du dosage des IgE totales par une technique 
immuno-enzymatique dans des secretions nasales pre- 
levees k I'aide d'une bandelette de papier. 



1 . Principe du dosage 

[0039] La detection immuno-enzymatique a ete effec- 
tuee par une technique de type « sandwich » utilisant 
deux anticorps monoclonaux anti-lgE. La faction se 
deroule en deux etapes: 

Une reaction immunologique: les IgE a doser (ou 
detecter) sont incubees 3h a 1 8-25°C dans des tu- 
bes en presence de deux anticorps monoclonaux 
anti-lgE dont I'un est fixe a la paroi des tubes et 
I'autre, en phase liquide, est marque a la peroxyda- 
se. L'incubation est suivie d'une phase de lavage 
des tubes. 

Une rev6lation enzymatique: on ajoute dans les tu- 
bes un substrat chromogene de type OPD (ortho- 
phenylenediamine). Apres incubation 30 minutes a 
18-25°C, on ajoute un agent bloquant (acidesulfu- 
rique) et on lit la coloration obtenue au spectro-pho- 
tometre. 

[0040] Au cours de la m&me serie de dosage, on ef- 
fectue un blanc reactif (tube sans IgE), des etalons (tu- 
bes contenant des quantites connues d'lgE) et un con- 
trole positif. 

2 Description des reactifs (Kit de dosage) 

[0041] Les reactifs suivants sont utilises dans la mise 
en oeuvre de la methode: 

Bandelettes de papier pour effectuer le preleve- 
ment nasal, 

Tubes en polystyrene recouverts d'anticorps anti- 
lgE 

Bandelettes imprfcgnees d'lgE etalon 
Bandelettes impr6gnees de contrdle positif 
Solution d'anticorps anti-lgE marque k la peroxyda- 
se 

Solution de lavage 
- Chromogene (OPD en comprimes avec dlluant) 
Agent bloquant (acide sulfurique) 

3. Mode Operate ire 

[0042] Le procede est realise comme suit. 
[0043] Pour la reaction immunologique, les bandelet- 
tes prealablement mises en contact avec les secretions 
nasales (ou les bandelettes etalon ou contrdle) sont pla- 
cees dans les tubes (sauf le tube blanc reactif). 300 uJ 
d'anticorps conjugued la peroxydase sont ajoutes et les 
tubes sont maintenus sous agitation pendant 3 heures 
a temperature ambianto, a unc vitcssc do 360 rpm. Lc 
milieu reactionnel de tous les tubes est aspire, et la so- 
lution de lavage est repartie dans les tubes (2 ml par 
tube) et les bandelettes sont retirees des tubes. La so- 
lution est aspiree k nouveau, et {'operation de lavage 
est renouvelee deux fois. Les solutions sont ensulte as- 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



5 



9 



EP 1 096 258 A1 



10 



pirees soigneusement. 

[0044] Pour la revelation enzymatique, 300 u.l de so- 
lution de revelation sonl repartis dans chaque tube. 
Apres incubation pendant 30 minutes a temperature 
amblante et a I'abrl de la lumiere, 1 ml d'agent bloquant 
est introduit dans chaque tube. Les tubes sont agites 
(par exemple sur agitateur de type Vortex) . La coloration 
obtenue est lue k 492 nm contre le blanc reactif. 

4. Resultats 

[0045] Differents essais prelimin aires ont ete realises 
chez des sujets humains, en condition pathologique ou 
saine, afin de doscr les IgE prdscntcs dans lours secre- 
tions nasales (y compris naso-sinusiennes). 
[0046] Les resultats obtenus peuvent se resumer 
comme suit: 

[0047] Dans une premiere serie d'experiences, le test 
des IgE nasales de invention a ete compare, chez une 
cinquantaine de sujets, aux tests de provocation nasale 
(thermique et eosinophil). Les resultats obtenus mon- 
trent que le test des IgE nasales de I'invention est plus 
sensible que le test de provocation eosinophile, el plus 
selectif que le test de provocation thermique. 
[0048] Dans une deuxieme serie d'experiences, le 
test des IgE nasales de I'invention a ete compare au test 
cutane, chez 1 7 sujets humains ayantconsulte pour des 
manifestations rhinopharyngees evoquant I'allergie. 
Chez 10 patients, alors que le test cutane etait negatif, 
le test de I'invention a permis de mettre en evidence une 
elevation importante des IgE dans les secretions nasa- 
les. Ces experiences semblent indiquer que les tests de 
I'invention permettent une detection plus fiable que les 
tests cutanes anterieure. Ces resultats semblent cgale- 
ment conf irmer la predominance de I'hypersensibilite lo- 
cale sur I'hypersensibilite generate. 
[0049] Les resultats obtenus montrent en outre que 
les IgE recueillies sur les bandelettes peuvent etre do- 
sees dlrectement et de facon proportionnelle a leu r con- 
centration dans le milieu & doser, sans qu'il soit neces- 
saire de calculer le polds ou la quantite recuelllie. Ce 
phenomene tient au fait qu'il s'etablit tres rapidement 
(en quelques minutes) un equilibre entre les IgE qui 
s'adsorbent sur le papier et celles qui restent dans la 
solution. Ensuite, lorsque le papier est incube avec la 
solution d'anticorps anti-lgE, les IgE quittent le papier 
pour former un complexe antigene-anticorps qui peut 
alors etre dose. 

[0050] Le dosage selon I'invention est avantageux 
puisqu'il peut etre realise en une seuie etape, et qu'il 
permet, par agitation des tubes, la detection de tres fai- 
bles quantites de proteines (inferieures k 2 kUI/l). 
[0051 ] Dans une troisieme serie d'experiences, Ic test 
des IgE nasales de I'invention est pratique sur un grou- 
pe temoin incluant 9 sujets humains (5 femmes et 4 
hommes) ages de 25 a 55 ans et sur un groupe de 17 
patients (7 femmes et 10 hommes) de 7 k 61 ans. 
Le groupe temoin est compose de sujets ne presentant 



ni symptGme de rhinite ni sympt6me d'allergie et n'ayant 
aucun antecedent personnel ou familial. Le second 
groupe est compose de sujets ayant consulte pour des 
symptdmes de rhinite chronique presents sur une pe- 

5 node superieure k trois mois. 

Les bandelettes ont et6 mises au contact des muqueu- 
ses nasales des sujets pendant 60 secondes, puis en- 
voyees au laboratoire (sous 15 jours) pour I'analyse 
dans les conditions decrites ci-avant. 

10 Les resultats obtenus montrent une densite optique 
moyenne dans les secretions nasales des sujets con- 
trols de 0,136, et une densite optique moyenne dans 
les secretions nasales des sujets symptomatiques de 
1 ,752. Le test des IgE nasales pratique scion ('invention 

15 a ainsi permis de mettre en evidence une difference si- 
gnificative dans la secretion locale d'lgE entre le groupe 
temoin et le groupe de patients et done de clairement 
distinguerles sujets allergiques des sujets sains. 

20 

Revendlcations 

1. Procede de detection d'une proteine ou glycopro- 
teine, comprenant: 

25 

ia mise en contact d'une secretion nasale avec 
un materiel permettant I'adsorption des protei- 
nes ou glycoproteines, en placant directement 
le materiel au contact des muqueuses nasales 
30 d'un sujet, et 

la d6tection, k partir dudit materiel, de la pre- 
sence de la proteine ou glycoproteine par une 
reaction de type immunologique. 

35 2. ProcedS de dosage d'une proteine ou glycoprotei- 
ne, comprenant: 

- la mlse en contact d'une s6cretlon nasale avec 
un materiel permettant I'adsorption des protei- 

40 nes ou glycoproteines en placant directement 

le materiel au contact des muqueuses nasales 
d'un sujet jusqu'& ce qu'un equilibre soit atteint 
entre la quantite de protei nes ou glycoproteines 
adsorb6e sur le materiel et leur concentration 

45 dans les secretions nasales du sujet, et 

- le dosage de la proteine ou glycoproteine ad- 
sorbee sur la materiel par une reaction de type 
immunologique. 

so 3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce 
que Tetape de dosage comprend la determination 
de la quantite de la proteine ou glycoproteine con- 
cerneo qui est adsorbce sur ledit materiel, la quan- 
tite mesuree etant rapportee k une courbe etalon. 

55 

4. Procedeselon I'une quelconque des revendications 
precSdentes, caracterise en ce que !e materiel ad- 
sorbent comprend au moins une partie composee 
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d'une matiere adsorbante, de preference non 
agressive ou toxique pour le sujet, notamment 
d'une matiere cellulosique, de polymeres, de com- 
plexes macromoleculaires, d'origine naturelle ou 
synthetique, seuls ou en combinaisons, de prefe- 5 
rence de matiere cellulosique. 

5. Precede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le materiel ad- 
sorbent est constitue d'un support, filiforme, en for- 10 
me de pastille ou de disque, d'eponge chirurgicale, 
d'embout, de batonnet ou de bandelette, de prefe- 
rence de bandelette. 

6. Prcced6 selon I'une quelconque des revendications *s 
precedentes, caracterise en ce que I'etape de de- 
tection ou dosage est realises en presence d'anti- 
corps et/ou d'antlgenes speclfiques, seuls ou en 
combinaisons, marques ou non par un marquage 
colorimetrique, enzymatique, fluorescent, radioactif 20 
et/ou de type avldlne-biotlne. 

7. Precede selon la revendication 8, caracterise en ce 
que I'etape de detection ou de dosage est realisee 
par methode immunologique de type « sandwich » ^5 
ou ELISA. 



14. kit utilisable pour la mise en oeuvre d'un procede 
selon I'une quelconque des revendications prece- 
dentes, caracterise en ce qu'il comprend un tube 
(ou analogue) recouvert d'anticorps anti-lgE et une 
solution d'anticorps anti-lgE couple a une enzyme 
(par exemple la peroxydase) et, eventuellement, un 
materiel adsorbant (notamment une bandelette) im- 
pr6gnee d'lgE etalon et/ou une solution de lavage 
et/ou un substrat chromogene de Penzyme (par 
exemple I'OPD). 

15. Utilisation d'un materiel permettant I'adsorption de 
proteines ou glycoproteines pour la detection ou le 
dosage de protdines ou glycoproteines a parti r 
d'une secretion nasale d'un sujet, par mise en con- 
tact directe dudit materiel avec une muqueuse na- 
sale dudit sujet. 

16. Utilisation d'un materiel permettant I'adsorption de 
proteines ou glycoproteines pour la fabrication d'un 
produit ou kit pour la mise en oeuvre d'une methode 
dediagnostique, depistage.suivi ou caracterisation 
d'une allergie chez un sujet. 



8. Procede selon la revendication 6 ou 7, caracterise 
en ce que I'etape de detection ou de dosage com- 
prend I'incubation du materiel adsorbant (ou la par- 30 
tie de materiel adsorbant ayant ete au contact des 
secretions nasales) dans une solution comprenant 
deux series d'anticorps diriges contre la proteine/ 
glycoproteine concemee : des anticorps marqu6s 
libres d'une part, et des anticorps en phase solide 35 
d'autre part. 

9. Precede selon I'une des revendications 6 & 8, ca- 
racterise en ce que les anticorps sont des anticorps 
monoclonaux ou polyclonaux. *o 

10. Precede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, pour la detection ou le dosage d'im- 
munoglobulines, notamment des IgE. 

45 

1 1 . Precede selon la revendication 1 0, pour la detection 
ou le dosage des IgE totales. 



12. Precede selon I'unequelconque des revendications 
1 a 9, pour la detection ou le dosage de proteines so 
ou glycoprot6ines refletant un etat inflammatoire ou 
pathoiogique. 



13. Precede de depistage, de suivi ou de caracterisa- 
tion d'une allergie chez un sujet, caracterise en ce 55 
qu'il comprend une etape de detection et/ou de do- 
sage des IgE presentes dans ies secretions nasa- 
les du sujet. 
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